EFEITO DAS TECNICAS TRANSCERVICAL E LAPAROSCOPICA SOBRE A
TAXA DE PRENHEZ DE OVELHAS INSEMINADAS EM TEMPO-FIXO

ViviaNE RoHRIG RaBassa,! Vinicius CoiTiNnHO TaBELEAO,? Luiz FRanciscoMAcHADO PreiFer®
AuUGUSTO SCHNEIDER,* EVANEO ALCIDES ZIGUER,* EUNICE ScHOsSLER® NEIMAR C. SEVERO,®
FranciscoAucusTo BurRkeT DEL PiNno®E MARcIo NUNES CORREA!

1. Médica veterinaria, mestranda em Veterinaria — UFPel - Faculdade de Veterinaria - Departamento de Clinica Veterindoiale Nucl
Pesquisa, Ensino e Extensao em Pecuaria (NUPEEC) - Campus Universitario — 96010 900 - Pelotas, RS, Brasil.
E-mail: vivianer@ufpel.edu.br; nupeec@ufpel.edu.br.
2. Médico veterinario, mestre em Veterinaria. / 3. Médico veterinario, doutorando em Zootecnia — UFPel.
4. Graduando em Medicina Veterinaria - UFPel. / 5. Médico veterinario.
6. Bioquimico, doutor, professor adjunto — Departamento de Bioquimica — UFPel.
7. Médico veterinario, M.C., doutor, professor adjunto — Departamento de Clinicas Veterinaria — UFPel.

RESUMO

O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito dasrenca na taxa de prenhez (p>0.05), com taxas de 25.0% na
técnicas transcervical e laparoscépica sobre a taxa de preervical superficial, 43.7% cervical médio, 41.7% cervical
nhez de ovelhas inseminadas em tempo-fixo. Ataxa de prgrofundo e 50.0% intra-uterino. Estes resultados demons-
nhez para as técnicas transcervical e laparoscopica foi deam que a IA transcervical apresenta resultados semelhan-
40% (p>0.05). Quanto ao local de deposicao do sémen rtas aos obtidos com o0 uso de laparoscopia, quando estas
inseminacao artificial (IA) transcervical, ndo houve dife- técnicas sao realizadas em tempo-fixo.

PALAVRAS-CHAVE: Cérvix, intrauterino, sémen congelado, tracionamento.

ABSTRACT

EFFECT OF TRANSCERVICAL TECHNIQUES AND LAPAROSCOPY ON PREGNANCY RATE OF SHEEP
INSEMINATED IN FIXED-TIME

The objective of this experiment was to evaluate thethere was not difference in the pregnancy rate (p>0.05), with
effect of the transcervical and laparoscopic techniques orates of 25.0% in the superficial cervical, 43.7% in medium
the pregnancy rate of inseminated sheep in fixed-time. Theervical, 41.7% in deep cervical and 50.0% intrauterine.
pregnancy rate for the transcervical and for laparoscopid@hese results demonstrate that transcervical Al showed si-
techniques was 40% (p>0.05). About the place of depositiomilar results to the obtained with laparoscopy, when these
of the semen in transcervical artificial insemination (Al), techniques are accomplished in fixed-time.

KEY WORDS: Cervix, intrauterine, frozen semen, traction.

INTRODUCAO utilizada na espécie ovina. Um dos principais fatores
limitantes ao uso desta técnica € a baixa resisténcia

Ainseminacao artificial (IA) com sémen con- do sémen de carneiro ao congelamento, provocan-
gelado € uma biotécnica reprodutiva ainda poucdo a diminui¢do da sua qualidade apds tal processo.
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Para que sejam alcancados bons resultados com &&sdes é proporcional a profundidade da cérvix que
men congelado, este precisa ser depositado no in&alcancada na IA, podendo causar complicacdes
rior do Utero. Porém, este procedimento € dificultagraves como abscessos e piometra, quando sao atin-
do pelas caracteristicas anatbmicas da cérvix da ovgidas as porcdes cervical profunda e intra-uterina
lha, a qual apresenta anéis tortuosos e reduzido d@EAMPBELL et al., 1996). Além disso, a utilizacéo
metro de orificio (KERSHAW et al., 2005). de pin¢a de Allis para efetuar o tracionamento da
Para que seja possivel a utilizagdo de sémarérvix também pode levar a ocorréncia de lesdes na
congelado, foi desenvolvida a técnica de IA intraimucosa.
uterina por laparoscopia (KILLEN & CAFFERY, Outros fatores a afetar a eficacia da IA
1982; GHALSASI & NIMBKAR, 1996). Esta téc- transcervical dizem respeito as variagdes individuais
nica, contudo, tem varias limitacdes, por se tratar dguanto a conformacao da cérvix, época do ano (me-
um procedimento cirargico e exigir a utilizacdo delhores resultados durante a estacao reprodutiva) e
equipamentos de alto custo e mao-de-obra especi@amero de pari¢cdes, sendo observado um aumento
lizada, sendo economicamente inviavel na maioria daga taxa de penetracéo da cérvix conforme aumenta
propriedades de criacdo ovina (EVANS & o numero de partos na vida de uma fémea, tendo
MAXWELL, 1987). eficacia extremamente baixa em nuliparas
A A com sémen fresco e resfriado é a técnicdWINDSOR, 1995).
mais utilizada na espécie ovina, pois permite a reali- O objetivo deste experimento foi avaliar o efei-
zacao de inseminacéo cervical superficial, sendo estadas técnicas transcervical e laparoscépica sobre
uma técnica menos complexa e mais barata que a Btaxa de prenhez de ovelhas inseminadas em tem-
intra-uterina. Porém, essa técnica apresenta conpo-fixo.
desvantagem o reduzido tempo de conservacao do

sémen, ndo permitindo a ampla difuséo do material MATERIAL E METODOS
genético de animais considerados superiores
(SALAMON & MAXWELL, 2000). O experimento foi realizado em propriedade

Na tentativa de diminuir os custos da IA comlocalizada no municipio de Dom Pedrito, RS, du-
sémen congelado e permitir que essa técnica seja meggite o periodo de anestro estacional da espécie
difundida na espécie ovina, foi desenvolvida a técnievina (maio/junho).
ca de IA transcervical, a qual teria maior Utilizaram-se setenta ovelhas multiparas, da
aplicabilidade por ser um método ndo-cirargico. Pareaca Corriedale, mantidas em campo nativo, em
que a sua utilizacdo seja possivel, diminuindo a bamanejo extensivo, com condic¢ao corporal (CC) en-
reira causada pelas limitagdes anatdomicas, foram ase 2 e 3 (RUSSEL et al., 1969), sendo que 5,7 %
tudadas vérias técnicas. Dentre elas, a utilizacao dgresentavam-se em CC 2, 88,6 % em CC 2,5 e
substancias como a ocitocina, que causa uma maidy7 % em CC 3.
dilatacdo da cérvix (SAYRE & LEWIS, 1996), e a As ovelhas tiveram os cios sincronizados atra-
utilizacao de cateter flexivel, todas apresentando re€s de protocolo utilizando pessario intravaginal, con-
sultados variaveis quanto a taxa de concepcaendo 60 mg de acetato de medroxi-progesterona
(NAQVI et al.,1998). Ainda, com a mesma meta (Progespoh, Tecnopec, SP, Brasil), mantido por
de reduzir os prejuizos decorrentes da dificuldadenze dias e 500 Ul de gonadotrofina coribnica equina
anatémica da IA transcervical, foi desenvolvida a téctNovormon 5000, Tecnopec, SP, Brasil), aplicado
nica de fixacao da cérvix e tracionamento até a abeno dia da retirada dos pessarios. A expressao de cio
tura vulvar, diminuindo com essa manobra a sua sdas ovelhas foi monitorada duas vezes ao dia, a partir
nuosidade (HALBERT et al., 1990). da retirada dos pessérios (11° dia) até o 16° dia do

As leses causadas pela pipeta inseminante eaperimento, com a utilizacao de rufibes prepara-
mucosa da cérvix sdo um dos principais fatoredos por meio da técnica de desvio do pénis. Estes
limitantes da técnica de IA transcervical. O grau dasachos sofreram o desvio peniano para o lado di-
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reito, localizando-se na parede ventro-lateral doam-se as fémeas em maca de contencéo em decubito
abdomen. Para marcagéo das fémeas em cio foi ussrsal, posicionadas num angulo de 45° em relagéo
da tinta de cor azul na regiéo esternal dos rufidegp solo. Realizaram-se limpeza da regi&o vulvar com
sendo estes mantidos numa proporc¢ao de 1:10 fpapel-toalha e colocacao de espéculo vaginal. Com
meas. o auxilio de pinca Allis, fizeram-se a fixacéo da en-
As fémeas foram inseminadas em tempo-fixdrada da cérvix e o seu tracionamento até a abertura
(IATF), entre 52 e 60 horas apés a retirada dosulvar. A pinca foi esterilizada previamente e mantida
pessarios (13° dia). Para a inseminacéao artificiaem solugdo de iodo 2% entre os procedimentos. Com
dividiram-se as fémeas aleatoriamente em dois gre-tracionamento da cérvix foi possivel manipular o
pos de acordo com a técnica a ser utilizada. Sulaplicador de sémen (IMVO) através dos anéis
meteram-se os animais do grupo 1 (n=40) a técniazervicais, permitindo a deposicao do sémen em por-
de IA transcervical, por meio de fixacdo ecdes profundas da cérvix e no corpo do Utero, sen-
tracionamento da cérvix até a abertura vulvar. Pamdo classificado o local de deposi¢cdo do sémen em
0s animais pertencentes ao grupo 2 (n=30) proceervical superficial, cervical médio, cervical profun-
deu-se a |IA intra-uterina por laparoscopia. Todado e intra-uterino. Realizou-se essa técnica por cin-
as fémeas encontravam-se em jejum prévio de Zzb inseminadores, todos eles tendo recebido treina-
horas arealizagdo da IA. mento para sua execucgdo (HALBERT et al., 1990).
Na IA utilizou-se sémen congelado de dois A |A por laparoscopia foi realizada com as
reprodutores da raca Dorper (n=35), empreganddémeas contidas em maca, em decubito dorsal, numa
se opool dos ejaculados, e um reprodutorangulacdo de 45° em relacéo ao solo, promovendo-
Corriedale (n=35), tendo sido distribuidos igualmentese anestesia local na regido ventral com Lidocaina a
entre os grupos de IA transcervical e por2%, em dois pontos localizados caudalmente ao
laparoscopia. Coletaram-se os ejaculados atravésnbigo e lateralmente a linha média. Realizou-se a
de vagina artificial, utilizando-se somente aqueles quaparoscopia com aparelho da marca Karl Storz
apresentavam como parametros minimos 70% d&ermany), introduzindo-se o laparoscépio no ab-
motilidade (0%—100%) e 85 % de espermatozoideddmen através de trocaterizacdo nos pontos
normais pré-congelamento, e 40% de motilidade (Ganestesiados, mediante o emprego de dois trocateres
100%), vigor 4 (1-5) e 60 x $@spermatozoides de 7 mm. Por meio de um dos trocateres procedeu-
vivos por palheta apés o descongelamento. O sée a insuflacdo da cavidade abdominal com gas
men foi envasado com concentracdo de 150 x 1@arbdnico e penetracéo do telescépio, enquanto que
espermatozéides, em palhetas de 0,25 mL, utilizamor intermédio do outro trocater foi introduzido um
do-se diluente a base de TRIS (tris hidroximetilmanipulador para localizac&o do Utero e, posterior-
aminometano), frutose, acido citrico, gema de ovanente, uma pipeta inseminante, adaptada a uma se-
glicerol e antibidtico (ANEL et al., 2003). Proce- ringa de 1 mL, através de uma conexao de borracha.
deu-se a curva de resfriamento mediante a quedapipeta utilizada apresentava uma extremidade
da temperatura de 30°C para 5°C em 1,5 horas, garfurante, permitindo a sua introducao na luz uterina,
curva de congelamento por meio da manutencdo dasndo depositada metade da dose de sémen (0,125
palhetas por dois minutos em vapor de nitrogénio L) em cada corno uterino (KILLEN & CAFFERY,
posterior imersao em nitrogénio liquido, alcangandd 982).
a temperatura de -196°C. Armazenaram-se as  Obteve-se a taxa de concepc¢do apos exame
palhetas em botijao de nitrogénio liquido com capade ultra-sonografia transcutanea, mediante o empre-
cidade para 720 doses de sémen (MVE XC 20 go de sonda linear de 5 MHz (ANSER VET 450,
ABS Pecplan, Brasil). No momento da IA, o sémerPie Medical), 45 dias ap6s o término do protocolo
foi descongelado por meio de imersdo em aguade sincronizagao de cios.
37°C por um minuto. Para analise estatistica dos resultados foi utili-
Para a realizagdo da IA transcervical, colocazado o programa STATISTIX® (2003), empregan-
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do-se testes de Qui-quadrad®) eexato de Fisher, TABELA1. Freqiiéncia de distribui¢io do tempo (em ho-
testando relacdes entre métodos de inseminacéaas) entre a retirada dos pessarios intravaginais e a expres-
inseminadores e local de deposicao do sémen na té&o de cio e respectivas taxas de prenhez (n=68).

nica de inseminacao transcervical e sémen utilizado

nas técnicas de IA e a taxa de concepcéo. Horario da express&o N (%)  Taxade prenhez
de cio (horas) em %n)
RESULTADOS 24 5(7,4) 60,0 (3)
36 16 (23,5) 56,2 (9)
A taxa de expresséo de cio foi de 97,1%, conas 34(50,0) 38,2(13)
uma distribuicao de cios apds a retirada dos pessaries 13(19,1) 23,1(3)

intravaginais de 7,4% ap0s 24 horas, 23,5% apds
36 horas, 50,0% apoés 48 horas e 19,1% apds
horas. Nao houve diferenga entre horarios de €% Vvalores nao diferem significativamente (P>0,05).
pressao de cio quanto a taxa de prenhez (P>0,05),
como pode ser observado na Tabela 1.

Tanto as ovelhas inseminadas via transcervicalageLA2. Nimero de fémeas inseminadas e taxa de pre-
como as inseminadas por laparoscopia apresentgrez por inseminador (n=40).
ram taxa de prenhez de 40%, n&o diferindo, portan-

tal 65(100,0) 40,0 (28)

to, entre si (P>0,05). Observaram-se dezesseis OVi@seminador N() Taxade prenhez

Ihas prenhes de um total de quarenta, no grupo em em 9% (n)

gue se utilizou IA via transcervical, e doze de uny 6 (15,0) 333(2)

total de trinta animais. 2 7(17,5) 28,6(2)
Quanto a influéncia da habilidade doss 7(17,5) 57,1(4)

inseminadores na taxa de concepc¢ao, nao se verifj- 9(22,5) 55,5 (5)

cou diferenca estatistica significante (P>0,05). Q 11(27,5) 27,3(3)

namero de animais inseminados por cada um dos

inseminadores e a respectiva taxa de prenhez s&@

descritos na Tabela 2. L. . 1. Valores néo diferem significativamente (P>0,05).
Quanto ao local de deposicao do sémen na A

transcervical, classificado de acordo com o maior

grau de_penetra(;a_to_ da plpe_ta msgn_unante_ na CeNVPARE| A 3. Frequéncia de distribuicdo e taxa de concep-
em cervical superficial, cervical médio, cervical pro-

40(100,0) 40,0 (16)

¢do por local de deposicdo do sémen na IA transcervical

fundo ou intrauterino, ndo houve diferenca na tax@,-40),
de concepcao (P>0,05). Afrequéncia de distribui-
¢ao do local de deposicao do sémen e arespectiyg . ge deposicao N(%) Taxade prenhez
taxa de prenhez podem ser observadas na Tabelg;3.caen em %n)

Os carneiros utilizados na IA ndo diferiram ~ .. superficial ®0) 250(2)
quanto ainfluéncia na taxa de prenhez (P>0,05), ViSt9,ical média 1610) 43.7(7)
que, tanto com pooldos ejaculados dos carneiros - ;ical profunda 1(80) 21.7(5)
da raca Dorper (n=35) quanto com o carneirq; . . ierina 4(10) 500(2)
Corriedale (n=35), foram obtidas taxas de prenhez
de 40% (n=14). Total 40(100) 40,0 (16)

1. Valores nao diferem significativamente (P>0,05).
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DISCUSSAO cronizacao de cios, método de preservacao do sé-
men utilizado (fresco ou congelado) e numero de
Apesar de ndo ter havido diferenca estatistiovelhas inseminadas por hora (HILL et al., 1998). A
ca, pode-se observar uma tendéncia de reducadotdxa de prenhez nas ovelhas inseminadas por
taxa de prenhez quando a manifestacao de cio ocdaparoscopia neste experimento foi semelhante ao
reu mais tardiamente, em relacao ao término do traesultado obtido por SAYRE & LEWIS (1996), que
tamento hormonal. Isto se deve provavelmente @btiveram 37,5 % de prenhez realizando a IA 54
ocorréncia de um periodo de tempo muito longo entieoras apds a remocao dos pessarios intravaginais,
alA e aovulacéo. porém utilizando sémen fresco, numa concentragéo
Um dos principais fatores limitantes da efica-de 200x10espermatozdides/0,25 mL.
ciada lAtranscervical € a baixa taxa de penetragcdo  Os resultados obtidos com a utilizacao de sé-
da cérvix, quando esta técnica é realizada durantenaen congelado séo inferiores aos obtidos com sé-
periodo de anestro, como demonstrado pomen fresco ou resfriado, tanto com o emprego da IA
WINDSOR (1995). Esse autor obteve 21,1% (ovetranscervical (SALAMON & MAXWELL, 1995)
Ihas com 3 anos de idade) e 41,2% (ovelhas comguianto com a utilizacao de IA por laparoscopia
anos de idade) de taxa de penetracao da cérvix fofaONOVAN et al., 2004), o que pode ter influen-
da estacéo reprodutiva, diante de 79,3% e 83,3%iado negativamente nos resultados obtidos neste ex-
respectivamente, quando a IA foi realizada durantperimento.
a estacao reprodutiva. O periodo de tempo entre a retirada dos
Ataxa de penetracao da cérvix foi similar nestgpessarios intravaginais e a realizacao da IA tém grande
estudo aos resultados obtidos por NAQVI et alinfluéncia nos resultados obtidos quando é utilizado
(1998), que obtiveram taxas de 14,8%, 40,4% sémen congelado, em raz&o de alteragdes
44, 7% de penetracédo cervical superficial, média espermaticas causadas pelo descongelamento
profunda, respectivamente, sem realizar a fixagao@SALAMON & MAXWELL, 1995). O momento
tracionamento da cérvix. Porém, as taxas de prae ovulacdo tem variado dentro e entre os rebanhos
nhez foram de 0%, 28,5% e 27,2%, respectivamerte ovelhas com estro sincronizado, afetando direta-
te, sendo inferiores aos resultados obtidos neste exiente a eficiéncia dos programas de IATF. O tempo
perimento. Isto se deve, provavelmente, & maiocentre a retirada da esponja e o inicio do estro é de-
manipulacdo da cérvix exercida pela pipetaerminado pelo tipo de esponja empregada e tam-
inseminante quando esta nao é fixada. Neste expleém por outros fatores como a estacéo do ano, ida-
rimento pode-se notar uma tendéncia de elevacate do animal, estado nutricional, lactagao, tipo de
da taxa de prenhez quando se aprofunda o local geogesterona, uso de eCG, entre outros (ROMA-
deposicao do sémen, porém, nao foi observada d¥O et al., 2001). Assim, € necesséria a utilizacdo de
ferenca estatistica, em virtude do niumero reduzidprotocolos hormonais de sincronizacéo de ovulagdes
de observacoes. mais eficientes, determinando uma maior concentra-
A habilidade do inseminador na realizacéo dado da manifestacao de cios no rebanho, para que
IA transcervical tem influéncia nos resultados obtisejam alcangcados melhores resultados com o em-
dos com esta técnica (WINDSOR et al., 1994)prego de sémen congelado.
Neste experimento, este efeito ndo foi observado,  Alguns dos resultados obtidos neste experi-
porém pode-se observar uma diferenca numériaamento podem néo ter se mostrado com diferenca
consideravel, o que pode ser explicado pelo pequestatistica para um nivel de significancia de P<0,05
no namero de inseminacgdes realizadas por cadhante do nimero de animais utilizado. Assim, suge-
inseminador. re-se a realizagao de outros estudos utilizando um
Os resultados obtidos com a técnica de |Andmero maior de animais, bem como ovelhas com
por laparoscopia séo influenciados por fatores comatividade ovariana ciclica, portanto, na estagéo
época do ano, tratamento hormonal utilizado na simreprodutiva.
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Assim, além de a |A transcervical possibilitar EVANS, G.; MAXWELL, W.Salamon’s artifici-
taxas de prenhez semelhantes as obtidas com o woinsemination of sheep and goatsSidney:
de laparoscopia, quando essa técnica € realizada &utterworths, 1987. 189 p.
tempo-fixo e com sémen congelado, os resultados
foram satisfatérios considerando a condicdo d&HALSASI, P. M.; NIMBKAR, C. Evaluation of
anestro das fémeas, o que possibilita a ocorrénclaparoscopic intrauterine insemination in evdesall
de trés partos em dois anos. Ruminant Research v. 23, p. 69-73, 1996.

CONCLUSAO HALBERT, G. W.; DOBSON, H.; WALTON, J.
S.; BUCKRELL, B. C. Atechnique for transcervical
Os resultados obtidos demonstraram que a IAtrauterine insemination of ew@eriogenology
transcervical € uma boa alternativa para que seja pos-33, p. 993-1010, 1990.
sivel a utilizagdo de IA com sémen congelado como
rotina na criag@o de ovinos. Nas condi¢des destdILL, J. R.; THOMPSON, J. A.; PERKINS, N.
estudo, utilizando-se inseminagdo em tempo-fixo corRR. Factors affecting pregnancy rates following
sémen congelado e ovelhas em anestro estacion@paroscopic insemination of 28,447 Merino ewes
nao foram observadas diferencas nas taxas de pteader commercial conditions: a survey.
nhez de fémeas inseminadas pela técnica transcerviddieriogenology, v. 49, p. 697-709, 1998.
ou por laparoscopia.
KERSHAW, C. M.; KHALID, M.; MCGOWAN,
AGRADECIMENTOS M. R.; INGRAM, K.; LEETHONGDEE, S.; WAX,
G.; SCARAMUZZI, R.J. The anatomy of the sheep
A ABS/PECPLAN, CNPq e CAPES, pelo cervix and its influence on the transcervical passage
financiamento desta pesquisa. of an inseminating pipette into the uterine lumen.
Theriogenology, v. 64, p. 1225-1235, 2005.
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